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270 株乳酸菌，其中以 Lactobacillus plantarum 居多，利用洋菜槽擴散法
從中選取具有產生細菌素之乳酸菌，經過序列比對後，鑑定此菌株為
Lactobacillus gasseri。由實驗結果發現，Lactobacillus gasseri 的菌數在 MRS
培養基下培養 16 小時達到 2.1×108，20 小時後菌數開始往下降。培養 8 小
時後，細菌素的抑制活性即可達到最高峰，以 Fast Protein Liquid 
Chromatography(FPLC)分析，fraction7、8 具有抑制活性，以 Proteinase K
處理後失去活性，經過 110℃處理 10 分鐘後具有抑制活性。由此本研究進
一步使用了 11 種不同的中草藥進行發酵，結果發現 Lactobacillus gasseri
經由不同的中草藥發酵後，對 Lactobacillus gasseri 的生長及細菌素的產生
會有不同的影響，經過山苦瓜及知母發酵之後，Lactobacillus gasseri 產生
的細菌素對 E. coli 及 S. aureus 還保有活性，而隨著濃度的提高，菌數及抑
菌圈也隨之增加。探討中草藥對 Lactobacillus gasseri 產生細菌素的影響，
推測有部分中草藥會吸附 Lactobacillus gasseri 所產生的細菌素，以及中草





  In recent years, probiotics improve human health has received 
considerable attention. Lactic acid bacteria including lactobacilli and 
bifidobacteria are the most common bacterial species considered as potential 
probiotics . Lactic acid bacteria have an essential role in the majority of food 
fermentations , Its produce antimicrobial proteins and peptides called 
bacteriocins , It was shown to inhibit food spoilage microorganisms . The use 
of lactic acid bacteria fermented Chinese herbal medicine has many 
advantages , Such as : increase the extraction rate of Chinese Herbal Medicine、
Production of new active ingredients、Reduce waste, etc . This study analyzed a 
total of 270 lactic acid bacteria in the laboratory culture collections, lactic acid 
bacteria were selected and screened for their ability to produce bacteriocin by 
agar well diffusion method, after the Sequence Alignment, identification of this 
strain is Lactobacillus gasseri. In this study, The cell density of Lactobacillus 
gasseri increased to 2.1×10
8
 during 16 h, after the 24h the bacterial count 
started to decrease. bacteriocin production was observed at 8 hours, The best 
activity in inhibition of bacteriocin in 24 hours , Analysis by Fast Protein 
Liquid Chromatography (FPLC) , whereas the peak of bacteriocin was 
observed at fraction 7、8 , The activity of bacteriocin was destroyed after 
treatment with Proteinase K, bacteriocin remained active after 10 min at 110℃. 
This study used 11 different Chinese herbs medicine for fermentation, The 
results showed that Lactobacillus gasseri through the fermentation of Chinese 
herbal medicine, the growth and bacteriocin of Lactobacillus gasseri, they 
would have different effects, after Momordica charantia and Anemarrhena 
fermentation, bacteriocin produced by Lactobacillus gasseri still retained 
VI 
 
antimicrobial activity against E. coli and S. aureus, With the increase of 
Chinese herbs medicine concentration, Bacterial counts and the inhibitory 
activity also increases. The Exploration of Chinese herbs medicine to produce 
bacteriocin by Lactobacillus gasseri, Speculate that there are some Chinese 
herbal medicine will be the adsorption of bacteriocins produced by 
Lactobacillus gasseri, and Chinese herbal medicine will change the 
Lactobacillus gasseri to produce bacteriocin synthesis pathway, After the 
experiments, Confirmed that the Dioscorea opposita and Polygonatum 
sibiricum adsorption of the bacteriocin, and other Chinese herbal medicine 
bacteriocin reasons yet to be explored. 
 




    “Probiotics”一詞係由希臘語衍生而來，意思是“for life”，稱之為原生
物素、生菌素、益生菌或原生保健性菌種。最早於 1965年由 Lilly及 Stillwell
提出，將其定義為某一原生動物所產生的可促進另一原生動物生長之物質
(Lilly and Stillwell, 1965)。2001 年 WHO (World Health Organization)和 FAO 
(Food and Agriculture Organisation)更將其定義為“益生菌”為活的微生物，
當有足夠的數量時能夠賦予宿主健康上的助益(FAO/WHO,2001)。 







生菌對宿主健康和臨床上提供有益的功能等多項特點(Lee and Salminen, 
1995; 余,2010)。 







(Tobias A, 2010)。 










以 Saccharomyces boulardii 對於健康有益的幫助。值得注意的是，益生菌
對於健康的效益往往只針對於某種特別的菌株，即使是同一菌種，對於健
康效益的影響不盡相同(Senok AC et al., 2005; Santosa S et al., 2005; 
Alvarez-Olmos MI et al., 2001; Pham M et al., 2008 ) 
 
1.2 乳酸菌之定義 









化合物分解成丙酮酸鹽（pyruvate）後，直接還原成約 90 - 100%的乳酸；
而後者除經糖解作用產生約 45- 50%理論值的乳酸外，也可經











味和質地，更能藉此達到保存食品的目的(Frazier and Westhoff, 1988)。 




極大之幫助(Ganjam et al., 1997; Fukushimk et al., 1999；Meydani and Ha, 
2000; Adolfsson et al., 2004; Galdeano et al., 2007)，個別論述如下: 
 
(1)  調整腸道菌相 




減少因為菌叢不平衡所引起的腸道不適(Kaur et al., 2002; Naidu et al., 
1999)。 
   腸道內的益生菌扮演了排除外來病原菌的重要角色，藉由吸附於腸道






(ii)  與外來制病菌競爭腸道內的營養物質(Bernet et al., 1994)。 
(iii) 藉由腸道乳酸菌代謝所產生的有機酸、過氧化氫(H2O2)或是具有抑菌
功能的蛋白質-細菌素(beriocin)等，抑制制病菌的生長(Brook ,1999; 
Lievin et al., 2000)。 
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達到預防與改善腹瀉的效果(Jalonen et al.,1991;黃，2004)。而另外也有臨
床研究證明，L. rhamnosus  GG、L. casei Shirota、B. lactic  Bb12 及 L. 
reuteri  都能夠有效縮減腹瀉持續的時間(Shornikova et al.,1997)。此外，
B. biﬁdum、S. thermophilus  和 B. breve 具有預防輪狀病毒引起之嬰兒型
腹瀉的效果(Ouwehand et al., 2002)。 
 
(ii) 預防旅行者腹瀉 





實，同時使用 L. acidophilius 及 B. bifidum 能減緩旅行者腹瀉的發生。而
其他研究也顯示，L. rhamnosus  GG 同樣也可減少旅行者腹瀉的發生
(Hilton et al, 1997; 黃，2004)。 
 
(iii) 預防食品病原菌引起的腹瀉 
     食物中的病原菌例如:金黃色葡萄球菌(S . aureus)、大腸桿菌(E. coli)、
沙門氏菌(Salmonella)、彎曲桿菌(Campylobater)、李斯特菌 
(L. monocytogenes)等，侵入腸道後會破壞腸道中菌相的平衡，並建立起自
己的菌叢生態而引起腹瀉。經動物實驗證實，L. casei Shirota 能提升腸道
上皮細胞對抗沙門氏菌、大腸桿菌和李斯特菌的能力;另外，由體外試驗證
實 L. acidophilius 與 L. rhamnosus  GG 合併使用，能夠抑制沙門氏菌的生
長。根據人體試驗的結果可發現，使用 L. rhamnosus  GG 能夠有效降低桿
菌性痢疾的發生(Makras et al., 2006; 黃， 2004)。 
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(3)  降低膽固醇 






去結合型膽鹽在 pH 值小於 6 時溶解度會下降並沉澱，膽固醇溶解度明顯
與膽鹽溶解度具相關性，產生共同沉澱而被排出，使溶液中膽固醇量減少，
而不具去結合能力之菌株則不會發生這類的沉澱機轉(黃崇真, 2004; 楊媛
絢, 1997)。林等人於 2000年研究發現以六株嗜酸乳桿菌包括 ATCC 4356、
B、E、Farr、LA-1 及 N-1 探討在試管試驗中降低膽固醇之能力。實驗結果
發現，雖然降低膽固醇之程度不同，但所有的測試菌株在液體培養基系統
中皆表現出降低膽固醇之能力，在這些測試菌株中，ATCC 4356 表現出最
好的膽固醇降低能力，可降低 57∼71％之膽固醇(Lin and Chen, 2000)。此
外，黃於 2010 年研究中發現，乳酸菌能夠調節 Niemann-Pick C1-like 1 
(NPC1L1)蛋白基因的表現，當這種蛋白質表現較弱時會導致腸道膽固醇的
吸收明顯降低。實驗證明 L. acidophilius ATCC 4356 能分泌一種可溶性物
質降低 NPC1L1 的表現，另外，L. acidophilius ATCC 4356 還可以透過部
份調節肝臟 X 受體(liver X receptors，LXR)來幫助達到控制膽固醇吸收之
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 (4) 預防癌症 
    近三十年來，癌症一直位居於國人十大死因的第一位，根據衛生署統
計，99 年十大主要死因死亡人數占總死亡人數的 75.3%，其中仍以惡性




















(Baricault et al., 1995; Marra and Boland, 1995; Orrhage et al .,1994 Pool et al., 
2002; Rowl et al ., 1998)。乳酸菌在腫瘤防治上的發展有多種可能性，許多
- 8 - 
 
研究表示使用雙叉桿菌和乳酸菌可以改變腸道中的菌相(Bezirtzoglou and 
Stavropoulou, 2011; Zhang, Qiao, Zhao, Jiang, and Ren, 2011) ，並降低癌前
的病變和腫瘤的發生率，但是也有少數研究也表示並非所有乳酸菌都有這




二、  乳酸菌之抗菌作用 




示具有抗菌的活性(L and EJ, 1994)。除了產生細菌素，有些乳酸菌也會合
成其他的抗菌胜肽對於食品的保存和安全也有一定的幫助。例如:從酸酵種
(sourdough)和儲藏的牧草分離出的  Lactobacillus plantarum 會合成有機
酸、低分子量的代謝產物和環二肽(cyclic dipeptides)，其顯示具有抗真菌的




     細菌素(bacteriocin)是由革蘭氏陽性菌(特別是乳酸菌)的核醣體所合
成的一種小分子量胜肽，大小約 3 – 6 kDa，大多特性為帶正電荷，疏水性
(hydrophobic) 和/或雙親性(amphiphilic)，通常對於膜具有活性(Nes and 
Holo, 2000)。主要的抗菌或破壞細胞的機制在於可以作用在細菌的細胞膜，
首先經由静電的吸引作用使抗菌蛋白附著至細胞膜表面，當疏水性的 C




膜的渗透性改變而導致細胞的死亡(Breukink and de Kruijff, 1999; Cudic 
and Otvos, 2002; Ingham et al ., 2003; 龍，2004)。 
 
2.2 細菌素之分類 
Klaenhammer 和 González-Martínez 根據其生化和基因特性做分類，附
表四為常見可合成細菌素之乳酸菌及其特性(González-Martínez, 
Gómez-Treviño, and Jiménez-Salas, 2003; Klaenhammer, Fremaux, and 
Hechard, 1994)。 
Class I. – Lantibiotics:分子較小(< 5 kDa)，對熱穩定，Lantibiotic 指的是經
過轉譯後修飾所得到的具有活性的胜肽，首先，基因編碼出 serine 和
threonine 這兩種胺基酸，受到酵素脫水後，得到羊毛硫胺酸 (lanthionine, 
Lan)以及次甲基羊毛硫胺酸 (β–methyllanthionine, MeLan)(Sahl and 
Bierbaum, 1998)。在這個群組中最為人知的就是 nisin (Broadbent, Chou, 
Gillies, and Kondo, 1989)。Lantibiotic 可分為兩群，class Ia (type A)及 class Ib 
(type B)。 
    Class Ia (type A)是長、具彈性 (elongated, flexible) 的胜肽，帶有正電
荷 (positive charge)，抗菌的作用機制為使細胞膜去極化(depolarize)，最主
要是以陽離子型態以及疏水性胜肽的特性在目標菌的細胞膜形成孔洞後，
使細胞內的基本組成物質流失來達到抗菌或殺菌的作用， nisin 為主要的 
type A  lantibiotic (McAuliffe, Ross, and Hill, 2001)。Class Ib (type B)為球狀
結構 (globular structure) ，比 type A  有更堅硬的結構，具有負電荷或是
無淨電荷，通常以酵素反應來干擾目標菌株的生長(Deegan, Cotter, Hill, and 
Ross, 2006)。 
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Class  II.  –  Non-Lantibiotics:此類的分子量變動較大，但通常都小於 10 
kDa，對熱穩定，含有一些特定的氨基酸，可再細分為三類。class  IIa  細
菌素具有高度抗 Listeria 菌株的能力，代表性的細菌素為 pediocin  PA-1 
和 sakacin P(Venema et al., 1997)。Class  IIb 是需要以不兩個不同的胜肽
一起作用才能達到抗菌功能的細菌素，此兩個胜肽為經由兩個不同的蛋白
性質胜肽  (proteinaceous  peptides) 的寡聚物(oligomers) 所形成的複合
物，不具有經過修飾的胺基酸，在這個類別中的細菌素有 lactococcin G 和 
plantaricins EF e JK(José Luis Parada, Carolina Ricoy Caron, P., and Soccol*, 
2007; 龍， 2004)。Class  IIc 為小分子，對熱穩定，需要一段領導序列
(leader-peptides)運送，在這類的細菌素有 divergicin  A 和 acidocin  B 
(José Luis Parada et al., 2007)。 
Class  III.  –大分子，分子量通常大於 30 kDa，Class  III  的乳酸菌細菌
素大都不耐熱。如 helveticin V-1829 ，在 50 ℃ 下、 30 分鐘時即失去活
性 (Vaughan, Daly, and Fitzgerald, 1992 ; Vaughan et al., 1992) 。而由  Lb. 
helveticus 481 所生產的細菌素 helveticin 481  雖然可以抑制一些同屬的
乳酸菌，如 Lb. helveticus 1846 、 Lb. helveticus 1244 、 Lb. bulgaricus 
1373 、 Lb. bulgaricus 1489 、以及 Lc. lactis 970  等，但在 100 ℃ 、 30 
分鐘時也會漸漸失去活性。(Abee, Krockel, and Hill, 1995; Bonade, Murelli, 
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2.3 細菌素之抑菌機制 
    一般而言由革蘭氏陽性菌所產的細菌素主要是與其基因相近的菌種，
它們的抑菌範圍因細菌素的種類不同而異。以nisin為例，抑制範圍包括了：
Lactococcus、Streptococcus、Staphylococcus、Listeria 和 Mycobacterium 以





力(proton  motive  force,  PMF)消失，阻礙了細胞獲取能量的能力
(Montville and Bruno, 1994)。 
    另外有些學者也探討其他不同之細菌素的作用機制，如 Lactococcus 
lactis subsp cremoris 346 所產之 diplococcin 能夠快速阻止 DNA和 RNA合
成，減少蛋白質之合成(Davey and Richardson, 1981)。由 Lactobacillus 
helveticus strain LP27 所產生的 Lactacin 27 則可抑制蛋白質合成，並破壞
細胞膜結構，對於 DNA和 RNA沒有什麼特別的影響(Upreti and Hinsdill, 
1975)。而在 pediocin 方面，pediocin PA 1.0 則與細胞膜上受體結合，造成
非電壓刺激所形成之孔洞，使得膜內代謝產物和 ATP 流失(Chen and 
Montville, 1995; Chikindas et al., 1993)。Lactacin F 可造成細胞膜內的 K+流
失，細胞膜的去極性化及內部 ATP 水解，這個水解現象非質子驅動力的消
失所致，可能因無機磷酸鹽的流失造成 ATP 水解平衡改變所致(Abee, 
Klaenhammer, and Letellier, 1994)。Plantaricin C 使質子驅動力消失，抑制
胺基酸的輸送，此細菌素不需要膜電位的影響，也不需膜上的受器存在就
能在細胞膜上形成孔洞(Gonzalez et al., 1996)。 
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三、  中草藥 














    近年來，已有部分的研究偏向於中草藥與益生菌結合，探討兩者對其
不同之功能性的影響。如 Oh 等人發現一種中草藥 Oyaksungisan (OY)，具
有輕微抑制發炎因子的前驅物 iNOS和 COX-2 的表現，而在添加乳酸桿菌
(1-5 × 10
8
 CFU/ml)於 37℃，48 小時發酵後，再加入 500 μg/ml 的無菌發酵
液後，具有顯著抑制發炎因子的前驅物 iNOS和 COX-2 的表現，此外，也




 CFU/mL)發酵 37℃，48 小時，將無菌發酵液與未發酵的
複方比較其功效，發現經過 Lactobacillus acidophilus 發酵後，無菌發酵液
藉由抑制 IL-5, IL-13, IL-17, Eotaxin, 和 OVA-speciﬁc IgE 的產生，更能有
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效抑制 eosinophil 浸潤氣管及血管，過敏性呼吸道發炎反應，和 airway 
hyperresponsiveness(AHR)，證實中草藥經過益生菌的發酵之後，更能提高
其中草藥本身之生物活性(Kim et al.,2012)。 
 
3.2 中草藥發酵之應用 
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3.2 中草藥介紹 






學名: Dioscorea opposita 
典籍記載:味甘，性溫平。主傷中。補虛贏。除寒熱邪氣，補中益氣方。長    
         肌肉。強陰。久服耳目則明 
成分:薯蕷皂甘、薯蕷多醣、尿囊素、富含蛋白質及澱粉、纖維質、脂肪、





學名: Zea mays Linn 
典籍記載: 甘、平，益肝、膽、腎等經脈 





學名: Eleutherococcus senticosus (Ruper.et Maxim.)Maxim 
典籍記載: 味辛、微苦、性溫、補中、益精、壯筋骨、強意志，久服 " 輕 
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     1.提升運動能力（耐力）。 
     2.消除皺紋、黑斑，達到青春美麗的功效。 
     3.調整內分泌的作用。 
     4.均衡體內營養素。 
















     美容 
 
 




學名: Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge var. mongholicus (Bge.) Hsiao 
典籍記載:主癱疽久敗瘡。排膿止痛。大癇癩疾。五痔鼠瘻。補虛小兒百病 
成分: 黃耆皂苷、芒柄花素( formononetin)、毛蕊異黃酮( calycosin) 雄竹 





學名: Momordica charantia Linn. var. abbreviata Seinge 
典籍記載: 苦瓜微苦、寒、無毒，具有除邪熱、解疲勞、清心明目、益氣 
          壯陽之效 
成分: 類胰島素蛋白質(polypeptide P-insulin) 及苦瓜皂素(steroidal  















學名: Wolfiporia cocos 
典籍記載:主胸脅逆氣。憂恚驚邪恐悸，心下結痛，寒熱煩滿。咳逆口焦舌 








學名: Rehmannia glutinosa Liboschitz 
典籍記載:主傷中。逐血痺。填骨髓。長肌肉。作湯除熱寒積聚。除痺療折 
         跌絕筋。 
成分: β-谷甾醇、地黃素、生物鹼、甘露醇、維生素 A、鐵、葡萄糖等 
功效: 強心、利尿、降低血糖和升高血壓作用，並對多種真菌的生長有抑 
     制功效。 
 
(11) 砂仁  
釋名: 小豆蔻 
學名: Eletteria cardamomum Maton 
典籍記載: 主冷氣腹痛，止休息氣痢，勞損。消化水穀，溫暖脾胃 
成分: 右旋樟腦、龍腦、乙酸龍腦酯、檸檬烯、橙花叔醇等 
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貳、研究構想 





























之 de Man Rogos Sharpe (MRS)培養液(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)
中，培養 37℃ 之培養箱直到菌數達到對數期(mid-log phase)，使用接種環
沾取菌液於 MRS平板上畫四區於 37℃培養 16 ~ 18 小時，挑取一個菌落
培養於 37℃之 MRS培養液 16 ~ 18 小時，乳酸菌株再以 13000 × g，離心
5 分鐘後，添加含有 25% 之 MRS培養基，保存於-80℃，即為實驗之樣品。 
 
2. 致病菌株培養及保存 
    本實驗所使用之致病菌株為 Escherichia coli BCRC 11634 和
Staphylococcus aureus BCRC 10451，皆由財團法人食品工業發展研究購得。
將所購得之制病菌菌粉，以 Luria-Bertani (LB)培養液(Difco Laboratories, 
Detroit, MI, USA)回溶至 1 ml，使用接種環沾取菌液於 LB 平板上畫四區
於 37 ℃培養 16 ~ 18 小時，挑取一個菌落培養於 37 ℃之 LB培養液 16 ~ 18 




    參考 J Koort 的實驗方法及條件，使用 Forward Primer16 及 reverse 
primer16 進行 polymerase chain reaction (PCR)，條件設定 94℃、1 分鐘，
36℃、1 分鐘，72℃、1 分鐘，總共跑 36 個循環，將檢體送至國立成功
大學研究總中心分子醫研究中心-核酸自動定序中心定序，將定序結果利用
National Center for Biotechnology Information(NCBI)上的生物資料庫作基
因體的比對(Joanna Koort et al.,2005)。 
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4. 細菌素之粗萃液 
    取 1% 活化之菌液於 MRS培養液或中草藥培養液中，培養於 37 ℃培
養 16 小時，將培養液置於 80 ℃、30 分鐘，離心 12000 rpm、 20 分鐘，
取上清液慢慢加入 80% ammonium sulfate，於 4 ℃中混合均勻 1 小時，離
心 15000 rpm、30 分鐘，於 20 mM sodium phosphate buffer 回溶，保存於
-80 ℃，即為細菌素之粗萃液。 
 
5. Sephadex G-15 膠體過濾管柱層析法 
    取以澎潤的 Sephadex G-15 (GE Healthcare,SWEDEN)膠體填充於管柱
(1.6 × 30 cm)中，參考 K. Arakawa 使用的材料與方法，用 20 mM sodium 
phosphate buffer (pH : 6.0)平衡後即可使用。取 1 ml 細菌素粗萃液加入管
柱中，以 20 mM sodium phosphate buffer (pH : 6.0)為移動相進行細菌素粗
萃液流析，流速設為 1 ml/min，每個 fraction 收集 1 ml，以波長 280 nm 測
其吸光值並分析其抑菌活性(K. Arakawa et al.,2010)。 
 
6. 細菌素活性試驗 
    本實驗參考 agar-well diffusion 之方法測試細菌素之活性(Kawai et al., 
2004; Tagg and McGiven, 1971)。取 -80 ℃之致病菌株於新鮮配製 LB 培養
液活化 16 ~ 18 小時，將活化後的菌液調整至 60 ± 0.5 %T，在每個 plate
中加入 100 μl 的菌液及 25 ml 滅菌尚未凝固的 LB agar，待凝固後，使用
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7. 含中草藥培養基之篩選 
     本次實驗所選取的中草藥有:山藥、玉米鬚、刺五加、黃精、枸杞子、
北黃耆、山苦瓜、知母、茯苓、生地黃、砂仁，共十一種，分別配製中草
藥之水溶液(50 g/L)，於滅菌釜中滅菌，即為中草藥濃縮液，以上述 MRS
培養液另外加入 1% (W/V) 中草藥濃縮液均勻混合。 取凍菌管之菌液活化，
將上述含中草藥之培養基加入 1% 活化之菌液，培養 37 ℃、16 小時，連
續稀釋至 106 ~ 107 ，均勻塗抹至 MRS平板，培養 16 ~ 18 小時，計數菌





    取具有抑制活性的 fraction，加入 0.1 mg/ml Protease K(Sigma，USA)，
置於 37 ℃下反應兩個小時，再以 80℃加熱 20 分鐘停止酵素反應。處理完
之細菌素以 agar-well diffusion 之方法測試細菌素之活性。 
 
8.2 細菌素對溫度之安定性 
    取細菌素之粗萃液，分別加熱至 70、80、90℃處理 20 分鐘，100、110℃
處理 10 分鐘，以水浴冷卻至室溫後之細菌素以 agar-well diffusion 之方法
測試細菌素之活性。。抑菌活性百分比計算如下：  
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9. 中草藥對 Lactobacillus gasseri 產生細菌素吸附及之合成路徑之影響 
 
9.1 中草藥吸附細菌素實驗 
    取活化的菌液，添加 1% 於 MRS培養液中，培養 37 ℃、16 小時，
離心 12000 rpm、 20 分鐘，取上清液置於 80℃、20 分鐘，加入 1% (W/V)
中草藥濃縮液靜置 37 ℃、16 小時，離心 12000 rpm、 20 分鐘，取上清
液慢慢加入 80% ammonium sulfate，於 4 ℃中混合均勻 1 小時，離心 15000 
rpm、30 分鐘，於 20 mM sodium phosphate buffer回溶，以 agar-well diffusion 
之方法測試細菌素之活性。 
 
9.2 中草藥影響 Lactobacillus gasseri 合成實驗 
    取活化的菌液，添加 1% 於含中草藥之培養基，培養 37 ℃、16 小 
時，取上層之乳酸菌，以無菌水清洗兩次後，抽取乳酸菌之 DNA，參考文
獻所使用之 Primer 1 及 Primer 7 操作 PCR，觀察控制組及實驗組之 DNA 




















   本研究從天然環境中採取檢體，包含土壤、發酵蔬菜、動物糞便等…，
共篩選出 270 株乳酸菌，其篩選出的乳酸菌比例如圖二，其中以 
L. plantarum 居多，其次為 S. thermophlius，經過篩選後，其中有 61 株乳
酸菌之粗萃液對 E. coli 具有抑菌活性，而有 81 株乳酸菌之粗萃液對  
S. aureus 具有抑菌活性，由此可知，乳酸菌之粗萃液對 S. aureus 較具有抑
制的效果，而就抑菌圈而言，粗萃液對 S. aureus 的抑菌圈平均較 E. coli 大
(結果未顯示)。進一步選取 20 株抑制能力較佳的乳酸菌(表一)，以透析的
方式將 20 株乳酸菌之粗萃液分析，發現只有 LYC0400 對 S. aureus 仍具
有抑菌活性，經過鑑定後，確認此菌株為 Lactobacillus gasseri。  
 
2. Lactobacillus gasseri 之細菌素生產及特性分析 
由圖三可得知 Lactobacillus gasseri 的生長曲線，在 16 小時菌數達到
2.1×10
8，接著經過 24 小時後菌數開始往下降，到了 32 小時菌數已降至 
3.8×10
7且培養 8 個小時之後細菌素即可達到高峰，並且維持在一個水平，
而經過不同溫度處理後，發現細菌素在經過 110℃處理 10 分鐘後，活性仍
保持約 70%（表二）。 
    使用 Sephadex G-15 膠體管柱分析，在七分鐘後會有一個波峰出現，
將每個 fraction 收集下來後做抑菌實驗，以 fraction 7、8 具有抑制活性(圖
四)。將具有抑制活性的 fraction 經過 Protease K 處理後，發現 fraction 7、8
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3. 中草藥對 Lactobacillus gasseri 生長之影響 
   本次研究中所選取的中草藥有:山藥、玉米鬚、刺五加、黃精、枸杞子、
北黃耆、山苦瓜、知母、茯苓、生地黃、砂仁，共十一種。其各種中草藥
對乳酸菌的生長如圖六，結果顯示以刺五加、知母、黃精、枸杞子這三種
中藥能促進 Lactobacillus gasseri 菌株生長，菌數分別為 2.2 × 109 / ml、2.3 
× 10
9
 / ml、2 × 109 / ml 及 2 × 109，而山藥、玉米鬚、山苦瓜、茯苓、生地
黃、砂仁則是對 Lactobacillus gasseri 生長並無太大的影響，在經過北黃耆
處理之後，明顯對 Lactobacillus gasseri 的生長具有抑制作用，與 MRS組
相比，菌數下降 7.8 倍。 
    以 MRS為基礎培養基另外再不同濃度的山苦瓜及知母，觀察其對
Lactobacillus gasseri 生長的影響(圖八、圖九)，由圖可知，菌數隨著山苦
瓜及知母濃度上升而增加，兩種中草藥最高濃度的菌數分別可到達 3.18 × 
10
9




4. 中草藥對 Lactobacillus gasseri 生產細菌素之影響 
    中草藥對乳酸菌生產細菌素之影響如圖七，其中經過玉米鬚與枸杞子
發酵後，Lactobacillus gasseri 之細菌素對 E. coli 無抑菌活性，對 S. aureus
的抑菌活性無太大的影響，而在經過山苦瓜與知母發酵後，對 E. coli 與 
S. aureus 保持抑菌活性，與 MRS組相比，對 E. coli與 S. aureus 的抑菌活
性無太大的影響。選取山苦瓜和知母做為發酵基質，以 MRS 為基礎培養
基另外再添加不同濃度的山苦瓜及知母，觀察其對細菌素產生之影響(圖十
二、圖十三 )。從實驗結果可知，以山苦瓜發酵後，對 S. aureus 的抑菌圈
隨著山苦瓜濃度上升而增加，但以 6% 山苦瓜發酵時，抑菌圈開始縮減，
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而觀察 E. coli 的抑菌圈，隨著山苦瓜濃度增加，抑菌圈也隨之上升。而另
外以知母做為發酵基質，對 S. aureus 及 E. coli 的抑菌圈都隨著知母濃度
增加而上升。 
 
5. 中草藥對 Lactobacillus gasseri 細菌素吸附作用及 RAPD 之影響 
從實驗結果可知，Lactobacillus gasseri 以 MRS培養基為基質加入不同
的中草藥培養後，其所產生的細菌素對 S. aureus 及 E. coli 的抑制活性都
不相同。再添加了山藥、生地黃、刺五加、砂仁、北黃耆、茯苓、黃精之
後，細菌素活性消失(圖七)。因此，我們推測上述中草藥可能會吸附
Lactobacillus gasseri 所產生之細菌素或影響 Lactobacillus gasseri 基因的表
現。由實驗結果圖十四、十五之吸附實驗，將發酵後的無菌上清液加入山
藥、生地黃、刺五加、砂仁、北黃耆、茯苓、黃精處理後，其中，經山藥
與黃精處理後對 S. aureus 的抑制活性消失，而經生地黃、刺五加、砂仁、
北黃耆、茯苓處理後對 S. aureus 的抑制活性並未受到影響。 
接著，我們測試生地黃、刺五加、砂仁、北黃耆、茯苓是否會影響
Lactobacillus gasseri 之細菌素合成，經過生地黃、刺五加、砂仁、北黃耆、
茯苓發酵之後，利用 RAPD 測試 Lactobacillus gasseri 之基因表現，從結
果來看，經過生地黃、刺五加、砂仁、北黃耆、茯苓處理前的 RAPD patterns 
與處理後的 RAPD patterns 並沒有太大的變化(圖十六~圖二十)。 
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伍、討論 









    本研究從環境中共篩選 270 株乳酸菌，而在這 270 株乳酸菌中，僅有
61 株對 E. coli 有抑制活性，81 株對 S. aureus 有抑制活性。為了能夠了解
Lactobacillus gasseri 所產生的細菌素，根據 K. Arakawa(Arakawa K et al., 
2010)所描述之純化步驟加以改進，本研究之細菌素無法將其細菌素純化分
離，推測本研究所篩選之 Lactobacillus gasseri 所產生的細菌素與 K. 
Arakawa 不同，而再參考其他文獻之純化步驟，也難以將其出純化出，未
來對於純化的方式還有待探討。 







在本研究測試的 11 種中草藥中以知母發酵後可以得到最高菌數 2.3 × 109 / 





    本研究注重於 Lactobacillus gasseri 所產生之細菌素，在篩選不同中草










的研究結果指出，從 Lactobacillus salivarius 產生的細菌素具有抑制
Rhabdomyosarcoma (RD)和 Madin-Darby canine kidney (MDCK)細胞，且發
現動物細胞對細菌素的敏感性比人類細胞的敏感性高(AL-Tememy Waleed 
K.M et al.,2011)，另外，Renye 與 Somkuti 也利用 Nisin 來調控乳酸菌之
nisin-controlled expression (NICE)系統，以此產生更多的細菌素來防止李
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陸、結論 
    本研究中發現，從天然環境中所篩選之 270 株乳酸菌，以 Lactobacillus 
plantarum 佔多數，透過透析的方式篩選 20株具有較強抑制能力的乳酸菌，
最後，只有 Lactobacillus gasseri 所產生之抗菌物質保有抑制活性，使用
Sephadex G-15 膠體管柱分析，抗菌物質在第一個波峰出現，經過 Proteinase 
K 處理後可發現細菌素對食品腐敗菌的抑菌活性消失，證明本研究篩選出
的 Lactobacillus gasseri 所產生的抗菌物質可能為蛋白質，即為細菌素。 
    為了瞭解中草藥對 Lactobacillus gasseri 生長及細菌素產生的影響，本
研究選取了 11 種不同的中草藥，從實驗結果發現，中草藥對 Lactobacillus 
gasseri 生長及細菌素產生的影響皆不相同，經過玉米鬚和枸杞子發酵之後，
Lactobacillus gasseri 的菌數與 MRS組比較起來並無太大的影響，反觀細
菌素的影響，對 E. coli 的抑制活性以消失，而對 S. aureus 的抑菌活性仍保
持。而以山藥、生地黃、刺五加、砂仁、北黃耆、茯苓、北黃耆、黃精發
酵之後，可發現無論是對 S. aureus 和 E. coli 的抑制活性皆消失，推測可
能是中草藥會吸附細菌素或中草藥影響 Lactobacillus gasseri 合成細菌素。
就實驗結果來看，山藥與黃精會吸附細菌素，而就 RAPD 的結果，無法看
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捌、表 
表一、 20 株乳酸菌對 E. coli 及 S. aureus 之抑制活性 
Table 1. The inhibition of E. coli and S. aureus by 20 lactic acid 
bacteria 
NO. E. coli S. aureus 
LYC0005 21.0 17.5 
LYC0053 0 13.0 
LYC0015 18.0 12.5 
LYC0049 0 12.5 
LYC0048 0 12.0 
LYC0051 0 12.0 
LYC0355 0 12.0 
LYC0400 8 12.0 
LYC0413 11.0 11.5 
LYC0490 0 11.5 
LYC0062 12.0 11.0 
LYC0289 7.5 11.0 
LYC0361 0 1.1 
LYC0379 0 11.0 
LYC0380 0 11.0 
LYC0398 9.0 11.0 
LYC0399 8.5 11.0 
LYC0411 10.0 11.0 
LYC0419 11.0 11.0 
LYC0025 0 10.5 
單位: mm 
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表二、不同的熱處理對 Lactobacillus gasseri 抑制 S. aureus 的活性之影響 
Table 2.Effect of heat treatment on the inhibition activity of Lactobacillus 
gasseri against S. aureus 












 60℃ 70℃ 80℃ 90℃ 100℃ 110℃ 
Inhibition zone 
(mm) 
11.54 11.59 11.49 11.42 10.86 10.36 
Inhibition 
activity (%)* 
100 100 99.3 97.5 82.5 69.9 





Figure 1. experimental frame 
 

































B. amyloliquefaciens B. coagulans B. megaterium B. pumilus 
E. durans E. faecalis E. hirae Enterococcus sp. 
E. raffinosus L. acidipiscis L. acidophilus L. casei 
L. crispatus L. farciminis L. fermentum L. gasseri 
L. helveticus L. jensenii L. paracasei L. pentosus 
L. plantarum  L. reuteri L. rhamnosus L. vaginalis 
Lactobacillus spp. Leuc. mesenteroides P. pentosaceus S thermophilus 
other 
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圖三、Lactobacillus gasseri 菌數及細菌素活性之影響 
Figure 3.The changes of biomass of Lactobacillus gasseri and the variation   
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圖四、Lactobacillus gasseri 細菌素經 Sephadex G-15 膠體過濾管柱層析 
圖 
Figur 4. Sephadex G-15 chromatography profile of the cultural        































圖五、Fractions 經過 Proteinase  K 處理後，對 S. aureus 的抑制作用  
Figure 5. Effect of proteinase K treatment on the Inhibition Activity of 
fractions against S aureus  
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圖六、中草藥對 Lactobacillus gasseri 菌數之影響  
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圖七、中草藥對 Lactobacillus gasseri 細菌素活性的影響 
Figure 7. Effects of chinese herbs on Lactobacillus gasseri bacteriocin activity 
 
* 中草藥濃度: 1 %  
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圖八、不同濃度的山苦瓜對 Lactobacillus gasseri 菌數之影響  
Figure 8. Effect of different concentrations of Momordica Charantia on the cell 
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圖九、不同濃度的知母對 Lactobacillus gasseri 菌數之影響   
Figure 9. Effect of different concentrations of Anemarrhena asphodeloides on 
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圖十、不同濃度的山苦瓜對 Lactobacillus gasseri 乳酸產生之影響  
Figure 10. Effect of different concentrations of Momordica Charantia on the 
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圖十一、不同濃度的知母對 Lactobacillus gasseri 乳酸產生之影響   
Figure 11. Effect of different concentrations of Anemarrhena 
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圖十二、不同濃度的山苦瓜對 Lactobacillus gasseri 產生細菌素之影響  
Figure 12. Effect of different concentrations of Momordica Charantia on the 
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圖十三、不同濃度的知母對 Lactobacillus gasseri 產生細菌素之影響   
Figure 13. Effect of different concentrations of Anemarrhena asphodeloides   








































Figure 14. The effect of bacteriocin adsorption by Chinese herbal        
         medicine.(A)control 、(B) Eletteria cardamomum Maton、(C)   
         Eleutherococcus senticosus Maxim、(D) Wolfiporia cocos、(E)  
         Polygonatum sibiricum、(F) Astragalus membranaceus (Fisch.)   
         Bge var. mongholicus (Bge.) Hsiao 
 
 





Figure 15. The effect of bacteriocin adsorption by Chinese herbal   
         medicine.(G) Lycium chinense Miller、(H) Rehmannia glutinosa  
        Liboschitz、(I) Zea mays Linn、(J) Anemarrhena asphodeloides、
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圖十六、 茯苓對 Lactobacillus gasseri RAPD 之影響 
Figure 16. The effect of Wolfiporia cocos on Lactobacillus gasseri RAPD. 
Lane M, 100 bp DNA ladder;Lane 1, 2, RAPD patterns of 
Lactobacillus gasseri with primer 1 and 7,repectively;Lane 3, 4, 
RAPD patterns of Lactobacillus gasseri fermentation with 
Wolfiporia cocos;Lane 5, 6, RAPD patterns of Wolfiporia cocos with 
primer 1 and 7, repectively 
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圖十七、 生地黃對 Lactobacillus gasseri RAPD 之影響 
Figure 17. The effect of Rehmannia glutinosa Liboschitz on Lactobacillus gasseri 
RAPD.Lane M, 100 bp DNA ladder;Lane 1, 2, RAPD patterns of 
Lactobacillus gasseri with primer 1 and 7,repectively;Lane 3, 4, 
RAPD patterns of Lactobacillus gasseri fermentation with 
Rehmannia glutinosa Liboschitz;Lane 5, 6, RAPD patterns of 
Rehmannia glutinosa Liboschitz with primer 1 and 7, repectively 
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圖十八、 刺五加對 Lactobacillus gasseri RAPD 之影響 
Figure 18. The effect of Eleutherococcus senticosus (Ruper.et Maxim.)Maxim 
on Lactobacillus gasseri RAPD.Lane M, 100 bp DNA ladder;Lane 
1, 2, RAPD patterns of Lactobacillus gasseri with primer 1 and 
7,repectively;Lane 3, 4, RAPD patterns of Lactobacillus gasseri 
fermentation with Eleutherococcus senticosus (Ruper.et 
Maxim.)Maxim;Lane 5, 6, RAPD patterns of Eleutherococcus 
senticosus (Ruper.et Maxim.)Maxim with primer 1 and 7, 
repectively 
M     1     2     3     4     5     6 
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圖十九、 砂仁對 Lactobacillus gasseri RAPD 之影響 
Figure 19. The effect of Eletteria cardamomum Maton on Lactobacillus  
gasseri RAPD.Lane M, 100 bp DNA ladder;Lane 1, 2, RAPD 
patterns of Lactobacillus gasseri with primer 1 and 
7,repectively;Lane 3, 4, RAPD patterns of Lactobacillus gasseri 
fermentation with Eletteria cardamomum Maton;Lane 5, 6, RAPD 
patterns of Eletteria cardamomum Maton with primer 1 and 7, 
repectively 
M     1      2     3      4     5      6 
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圖二十、 北黃耆對 Lactobacillus gasseri RAPD 之影響 
Figure 20. The effect of Astragalus membranaceus on Lactobacillus gasseri 
RAPD.Lane M, 100 bp DNA ladder;Lane 1, 2, RAPD patterns of 
Lactobacillus gasseri with primer 1 and 7,repectively;Lane 3, 4, 
RAPD patterns of Lactobacillus gasseri fermentation with 
Astragalus membranaceus;Lane 5, 6, RAPD patterns of Astragalus 
membranaceus with primer 1 and 7, repectively 
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拾、附表 
附表一、 益生菌種類 (Nancy Toedter Williams et al ., 2010) 
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附表二、乳酸菌應用於各種不同之發酵食品(Liu et al.,2011) 
Supplement table 2 .Lactic acid bacteria identiﬁed in different fermented foods. 
Strains Fermented products 
Lactobacillus plantarum Chinese steamed buns, sour mifen, 
Mongolia traditional dairy product, 
fermented vegetable juice, pickles, 
fu-tsai, Cantonese sausage, koumiss, 
chigee,jiaoke, fermented meat 
product, jiang-sun, sour milk 
Lactobacillus pentosus Chinese steamed buns, fermented 
meat product, Mongolia traditional 
dairy product, koumiss, chigee, 
Xuanwei ham 
Lactobacillus paraplantarum Chinese steamed buns 
Lactobacillus casei Chinese steamed buns, Mungbean 
starch,fermented meat product, 
Xinjiang cheese, koumiss,Mongolia 
traditional dairy product, fermented 
vegetable 
Lactobacillus casei sp. casei Pickles, koumiss 
Lactobacillus casei sp. 
pseudoplantarum 
Fermented camel milk, Xinjiang 
cheese, koumiss,Mongolia traditional 
dairy product 
Lactobacillus paracasei Chinese steamed buns, koumiss, 
Mongolia fermented dairy product 
Lactobacillus zeae Chinese steamed buns 
Lactobacillus coryniformis Fu-tsai 
Lactobacillus coryniformis sp. 
coryniformis 
Koumiss 
Lactobacillus rhamnosus Chinese steamed buns, fermented 
vegetables, Chinese sauerkraut 
Lactobacillus harbinensis Suancai in Harbin 
Lactobacillus agilis Stinky tofu 
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Lactobacillus brevis Stinky tofu, sour mifen, fermented 
vegetable 
juice, pickles, koumiss, fu-tsai, 
fermented radish, 
fermented pimiento, fermented 
Allium bakei 
Lactobacillus buchneri Stinky tofu 
Lactobacillus crispatus Stinky tofu, koumiss 
Lactobacillus curvatus Stinky tofu, sour mifen, fermented 
meat product,koumiss, fermented 
camel milk, pickles 
Lactobacillus delbrueckii Stinky tofu, fermented meat, sour 
mifen 
Lactobacillus delbrueckii sp. 
bulgaricus 
Fermented camel milk, koumiss, 
Mongolia fermented dairy product 
Lactobacillus farciminis Stinky tofu, fu-tsai, Mongolia 
fermented dairy product, koumiss 
Lactobacillus fermentum Stinky tofu, sour mifen, koumiss, 
Mongolia fermented dairy product, 
sour milk 
Lactobacillus fermenti Mungbean starch 
Lactobacillus pantheris Stinky tofu 
Lactobacillus helveticus Sour mifen, fermented camel milk, 
koumiss,Mongolia fermented dairy 
product, sour milk 
Lactobacillus lactics Sour mifen, Xinjiang cheese 
Lactobacillus acidophilus Sour mifen, koumiss 
Lactobacillus salivarius Stinky tofu, traditional dairy product 
Lactobacillus cellobiosus Sour mifen, Mungbean starch 
Lactobacillus versmoldensis Fu-tsai 
Lactobacillus vaccinostercus Stinky tofu 
Lactobacillus sakei Pickled vegetable, fermented meat 
product,Chinese fermented cabbage, 
Taiwanese fermented ham 
Lactobacillus alimentarius Fermented meat product, fu-tsai 
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Lactobacillus arabinosus Mongolia traditional dairy product 
Lactobacillus keﬁri Mongolia fermented dairy product 
Lactobacillus acetotolerance Mongolia fermented dairy product 
Lactobacillus fuchuensis Taiwanese fermented ham 
Lactobacillus pobuzihii sp. nov Fermented cummingcordia (pobuzihi) 
Lactobacillus keﬁranofaciens Koumiss 
Lactobacillus gasseri Koumiss 
Lactobacillus sanfrancisco Koumiss 
Lactobacillus homohiechill Koumiss 
Lactobacillus ruminis Koumiss 
Lactobacillus hilgardii koumiss 
Enterococcus faecalis Koumiss, fu-tsai, Mongolia traditional 
dairy product,Taiwanese fermented 
ham 
Enterococcus faecium Sour mifen, fermented camel milk, 
Mongolia,traditional dairy product 
koumiss, Taiwanese fermented ham, 
jiang-sun 
Enterococcus avium Sour mifen 
Enterococcus durans Koumiss , sour milk 
Lactococcus lactis sp. lactis Stinky tofu, Mongolia traditional 
dairy product,Taiwanese fermented 
ham, jiang-sun, sour milk 
Lactococcus lactis sp. cremoris Stinky tofu, chigee, Taiwanese 
fermented ham 
Lactococcus rafﬁnolactis Mongolia traditional dairy product 
Lactococcus garvieae Mongolia traditional dairy product, 
Taiwanese fermented ham 
Leuconostoc carnosum Stinky tofu, Taiwanese fermented 
ham 
Leuconostoc citreum Stinky tofu, fu-tsai, Taiwanese 
fermented ham 
Leuconostoc fallax Stinky tofu 
Leuconostoc garlicum Koumiss 







Leuconostoc lactis Stinky tofu, sour mifen, sour milk 
Leuconostoc mesenteroides Stinky tofu, sour mifen, koumiss, 
fu-tsai,Taiwanese fermented ham, 
pickles, 
Mungbean starch, sour milk 
Leuconostoc pseudomesenteroides Stinky tofu, fu-tsai, sour milk 
Pediococcus acidilatici Stinky tofu, fermented camel milk, 
fermented Chinese cabbage 
Pediococcus pentosaceus Sour mifen, pickled vegetable, 
suan-tsai, fu-tsai, 
Cantonese sausage 
Pediococcus parvulus Xuanwei ham 
Pediococcus cellicola Distilled-spirit-fermenting cellar 
Pediococcus urinaeequi Fermented camel milk 
Streptococcus bovis Stinky tofu, sour milk 
Streptococcus thermophilus Koumiss, sour milk 
Streptococcus macedonicus Stinky tofu 
Streptococcus uberis Sour mifen 
Weissella cibaria Stinky tofu, pickles, fu-tsai, 
yan-dong-gua 
Weissella confusa Stinky tofu 
Weissella paramesenteroides Stinky tofu, fu-tsai, yan-dong-gua 
Weissella soli Stinky tofu 
Weissella kandleri Koumiss 
Aerococcus viridans Sour mifen 
Tetragenococcus halophilus Suan-tsai 
Carnobacterium divergens Taiwanese fermented ham 
- 69 - 
 
附表三、乳酸菌應用於各種不同疾病之預防與治療(Parvez et al., 2006) 
Supplement table 3 .  Various special therapeutic or prophylactic 
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附表四、乳酸菌之細菌素及其特性(Parada et al., 2007) 
Supplement table 4. Bacteriocins of lactic acid bacteria and their main 
characteristics 
 
